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 Figura 1. Uso de distintas materias primas en los piensos compuestos en la Unión Europea-27 
en 2012.  
Fuente: Anuario de Estadística para Alimentos y Piensos (FEFAC, 2012). 
http://www.fefac.eu/ 
Tabla 1. Balance de materias primas ricas en proteínas de la Unión Europea (2010-
2011). 
 Producción UE Consumo UE1  
 Producto Proteína Producto Proteína Autosuficiencia (%) 
Harinas de soja 1189 ⃰ 452 34 134 15 904 3 
Harinas de colza 
y girasol 
27 481 5213 19 721 6329 82 
Legumbres 
secas 
3045 670 2800 616 109 
Forrajes secos 4056 771 3900 741 104 
Otros 2877 654 5859 1260 52 
Harinas de 
pescado 
398 275 599 433 67 
Total 39 047 8039 67 013 25 263 32 
UE: Unión Europea; 
1 
Incluye consumo de piensos para animales de abasto y animales de 
compañía; ⃰ (x 1000 t).  
Fuente: Anuario de Estadística para Alimentos y Piensos (FEFAC, 2012). http://www.fefac.eu/ 
 
Tabla 2. Datos de producción mundial de piensos compuestos (2005-2012). 
 
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 
Unión Europea-27 145  ⃰ 145 151 154 148 152 155 157 
Resto de Europa 29 33 37 40 34 36 51 57 
Total Europa 174 178 188 194 182 187 206 214 
China 73 81 93 106 107 109 175 198 
Japón 24 24 24 24 24 24 25 25 
Resto de Asia y Pacífico 79 82 87 88 84 85 103 127 
Total Asia y Pacífico 176 187 204 218 215 218 303 350 
Brasil 47 48 54 59 58 60 60 66 
México 24 25 26 26 27 27 26 29 
Estados Unidos 150 152 153 155 149 155 165 169 
Canadá 23 23 23 21 20 20 20 20 
Resto de América 26 29 29 29 24 25 41 42 
Total América  270 277 285 290 278 287 312 326 
Oriente Medio y África 25 25 28 29 32 30 46 55 
Total 645 668 705 730 708 723 867 945 
(x 1 000 000 t)  
Fuente: Anuario de Estadística para Alimentos y Piensos (FEFAC, 2012). http://www.fefac.eu/ 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DE (Alemania) 23,1
DK (Dinamarca) 4,3
ES (España) 21,3
FR (Francia) 21,2
HU (Hungría) 4,2
IT (Italia) 14,4
IE (Irlanda) 4,2
NL (Países Bajos) 13,9
PT (Portugal) 3,3
RO (Rumanía) 3,5
PL (Polonia) 8,4
UK (Reino Unido) 15,1
AT (Austria) 1,5
BE (Bélgica) 6,5
CZ (Chequia) 2,3
SI (Eslovenia) 0,4
BU (Bulgaria) 0,9
SK (Eslovaquia) 0,7
CY (Chipre) 0,3
EE (Estonia) 0,2
FI (Finlandia) 1,4
LT (Lituania) 0,5
LV (Letonia) 0,1
SE (Suecia) 1,8
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Figura 2. Producción de piensos compuestos en la Unión Europea-27 (sin Luxemburgo, Grecia y Malta) en 2012 (Total: 
153,5 millones de t). Fuente: Anuario de Estadística para Alimentos y Piensos (FEFAC, 2012). 
http://www.fefac.eu/ 
 Tabla 3. Datos de producción nacional de piensos en toneladas métricas (t) por especie y Comunidad Autónoma en 2012. 
 
Aves Porcino Bovino 
Ovino y 
caprino 
Conejos Equino Acuicultura  Perros Gatos 
Otras 
mascotas 
Otras 
especies 
Multiespecie Total 
ANDALUCÍA 707 887 794 018 533 426 221 377 8883 62 613 0 0 0  369 8399 2 336 971,78 
ARAGÓN 350 106 2 456 305 541 259 134 554 80 819 12 348 0 87 541 22 475 0 1640 861 3 687 909,09 
ASTURIAS 19 975 9386 367 745 1955 42 541 12 066 0 0 0  0 4193 457 863,46 
BALEARES 22 828 10 882 15 133 1539 701 2555 0 0 0  9 184 53 830,62 
CANARIAS 83 906 17 852 22 329 117 142 9655 8470 0 0 0  0 8347 267 701,58 
CANTABRIA 3583  698 213 814 978 502 1574 0 0 0  0 2 221 150,90 
C. MANCHA 654 714  433 339 541 346 241 352 4122 11 056 0 14 281  286  516 4355 131 1 905 498,91 
C. LEÓN 486 132  1 835 933 1 090 615 430 960 62 205 24 644 133 529 143 373 24 130 561 7040 24 565 4 263 693,09 
CATALUÑA 1 196 577  3 803 965 667 621 69 066 101 007 95 968 0 184 268 51 378 849 343 53 412 6 224 454,58 
EXTREMADURA 195 862  580 540 338 197 146 343 2026 8326 0 23 0 0 1482 3624 1 276 423,02 
GALICIA 678 690  667 777 1 226 061 5444 78 416 11 928 24 11 618 1487 0 52 59 880 2 753 589,61 
RIOJA 69 407  22 631 17 164 324 32 574 0 0 0 0 0 0 110 132,45 
MADRID 70 427  89 582 67 374 13 861 1488 13 522 0 34 847 2493 269 1616 0 295 478,50 
MURCIA 200 705  1 585 179 358 772 131 791 19 460 7 717 0 29 933 1908 972 0 0 2 336 436,54 
NAVARRA 276 472  467 652 279 024 72 257 2364 10 280 0  17 0 0 0 1 108 065,85 
PAÍS VASCO 97 642  10 275 113 342 16 854 12 858 2733 0 161 974 19 330 0 1483 0 436 492,49 
VALENCIA 513 003  707 428 78 563 37 156 83 172 14 607 0 1767 0 18 876 183 915 1 455 671 
Total 5 627 918 13 493 442 6 471 787 1 642 952 510 252 300 980 133 553 669 643 123 488 22 043 18 590 164 513 29 191 381 
Fuente: Informe sobre datos de producción de piensos en España en 2012 (MAGRAMA, 2012) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Producción de piensos en España por especies en 2012. 
Fuente: Informe sobre datos de producción de piensos en España en 2012 
(MAGRAMA, 2012) 
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Figura 4. Producción de piensos en España por Comunidades Autónomas en 2012. 
Fuente: Informe sobre datos de producción de piensos en España en 2012 
(MAGRAMA, 2012) 
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Tabla 4. Volumen y valor de ventas para piensos de animales de compañía (perros y 
gatos) en 2013. 
Especie Formato 
Volumen de ventas 
(toneladas métricas) 
Valor de ventas 
(millones de €) 
 Alimento seco + snacks 402 529 386 395 
Alimento húmedo 13 785 28 033 
Total perros 416 314 414 429 
 
Alimento seco + snacks 101 850 144 548 
Alimento húmedo 20 152 58 280 
Total gatos 122 002 202 828 
 Total 538 316 617 257 
Fuente: Macromagnitudes del sector (ANFAAC, 2013). http://www.anfaac.org/ 
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Tabla 5. Síntesis cronológica de la normativa europea relativa a las Encefalopatías Espongiformes 
Transmisibles en materia de alimentación animal1, y a la gestión de los subproductos animales no 
destinados al consumo humano2. 
Año Normativa Resumen del contenido 
1994 D 94/381/CE1 Prohibición temporal de la utilización de proteínas de mamíferos en la 
alimentación de los rumiantes. 
2000 D 2000/766/CE1  Prohibición temporal de la utilización de proteínas animales en la 
alimentación animal. Total feed ban. 
2001 D 2001/9/CE1 Condiciones para la aplicación de la Decisión 2000/766/CE. 
 R CE 999/20011 Prohibición permanente de la utilización de proteínas animales procedentes 
de mamíferos en la alimentación de rumiantes. Permanent feed ban. 
2002 R CE 1774/20022 Normas sanitarias aplicables a los subproductos de origen animal no 
destinados al consumo humano (SANDACH). Clasificación de los 
subproductos animales en tres categorías en función del grado de riesgo 
que representan. Introducción del principio de "no canibalismo" (reciclado 
intraespecie). Animal by-products (ABPs) regulation. 
2003 R CE 1234/20031  Ampliación de la prohibición establecida en el Reglamento CE 999/2001. 
Extended feed ban/ Temporal feed ban. 
2005 R CE 1292/20051  Autorización del uso de productos derivados de la sangre en la alimentación 
de animales de granja no rumiantes, y proteínas hidrolizadas de partes de 
no rumiantes y de pieles y cueros de rumiantes en animales de granja. 
2008 R CE 956/20081  Autorización del uso de la harina de pescado en la alimentación de las crías 
de rumiantes de granja no destetados. 
2009 R CE 163/20091  Modificación de la norma de tolerancia cero para la presencia de 
fragmentos óseos en las materias primas de origen vegetal destinadas a la 
alimentación animal. 
 R CE 1069/20092 Normas sanitarias aplicables a los subproductos de origen animal no 
destinados al consumo humano (SANDACH). Deroga el Reglamento CE 
1774/2002, aunque mantiene sus principios básicos. Introduce el concepto 
de “producto final” en la fabricación de los subproductos animales. ABPs 
regulation. 
2011 R UE 142/20112 Principios de implementación del Reglamento CE 1069/2009.  
2013 R UE 56/20131  Reintroducción de las proteínas animales transformadas, distintas de la 
harina de pescado, procedentes de no rumiantes, en la alimentación de 
animales de acuicultura. 
 R UE 68/20131 Catálogo de materias primas para piensos. 
D: Decisión; R: Reglamento 
Fuente: Elaboración propia 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Situación actual del uso de proteínas animales en piensos de acuerdo con la legislación de la 
Unión Europea.  
P: prohibición permanente; T: prohibición temporal; y A: autorizado 
1 Excepto como sustitutivo de leche en rumiantes no destetados 
Fuente: Elaboración propia 
Tabla 6. Materias primas animales autorizadas y prohibidas en alimentación animal. 
 Animales de granja (excepto peletería) Animales de 
compañía y de 
peletería Materias primas Rumiantes No rumiantes Peces 
Proteínas animales 
transformadas excepto la 
harina de sangre y la 
harina de pescado 
NA NA NA
1
 A 
Harina de sangre y 
productos sanguíneos de 
rumiantes 
NA NA NA A 
Gelatina de rumiantes NA NA NA A 
Proteínas hidrolizadas 
con excepción de las 
derivadas de no 
rumiantes o de pieles y 
cueros de rumiantes 
NA NA NA A 
Harina de sangre de no 
rumiantes 
NA NA A A 
Productos sanguíneos de 
no rumiantes 
NA A A A 
Harina de pescado NA
2
 A A A 
Fosfato dicálcico y 
tricálcico de origen 
animal 
NA A A A 
Proteínas hidrolizadas de 
no rumiantes o de pieles 
y cueros de rumiantes 
A A A A 
Gelatina de no rumiantes A A A A 
Huevos, ovoproductos, 
leche, lácteos, calostro 
A A A A 
Proteínas animales 
distintas de las 
mencionadas 
NA A A A 
A: autorizado; NA: No autorizado 
1
 se autorizan las proteínas animales transformadas procedentes de animales no rumiantes y 
los piensos que las contienen para alimentar animales de la acuicultura 
2
 se autorizan los sustitutivos de la leche que contienen harina de pescado y están destinados 
exclusivamente a la alimentación de rumiantes no destetados 
Fuente: Adaptada de la Segunda hoja de ruta contra las EET (Comisión Europea, 2010) 
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Figura 6. Representación de los espectros obtenidos por: A) espectroscopia de infrarrojo 
cercano (NIRS); B) microscopía acoplada a un espectroscopio de reflectancia 
infrarroja; y C) NIR-imagen, a partir de una muestra de pienso compuesto. 
Fuente: Dale y col. (2012); STRATFEED EU project nº G6RD-2000-CT-00414. 
http://www.stratfeed.cra.wallonie.be 

 TM
®
TM
TM
TM
TM
TM
TM
®
TM
®
®
 
Tabla 7. Principales trabajos sobre la aplicación de la técnica de PCR convencional para la 
detección e identificación de componentes de origen animal en piensos. 
Especies Marcador genético Límite de detección Referencia 
    
V ATPasa6 y 8 0,125 % HCH de vaca 
Tartaglia y 
col. (1998) 
V, O, C y P ATPasa8 0,3 % ADN de oveja y vaca y 1 % de cerdo 
Colgan y 
col. (2001) 
V, O, C y P ADN mitocondrial 1 % HCH de vaca y cerdo y 5 % de oveja y pollo 
Lahiff y col. 
(2001) 
V satélite bovino 1709 1 % HCH de vaca 
Calvo y col. 
(2002) 
R, S y A 
SINE (Art2, PRE-1) y 
LINE (CR1) 
0,01 % HCH de vaca 
Tajima y col. 
(2002) 
R, C y A 12S ARNr 
0,125 % HCH de vaca, oveja, cerdo y pollo y 0,5% 
de cabra 
Bellagamba 
y col. (2003) 
Vertebrados 16S ARNr 0,06 % harinas de pescado 
Bottero y 
col. (2003a, 
b) 
V lactoferrina 0,02 % HCH de vaca  
Gao y col. 
(2003) 
V, O, C y P ARNtlys, ATPasa6 y 8 0,01 % HCH de las especies diana 
Krcmár y 
Rencová 
(2003) 
R, CB y C COII y ARNtlys 
2 % HCH de vaca y 10 % harinas de sangre de 
cerdo 
Myers y col. 
(2003) 
R, C, A y PD 12S, 16S ARNr y ARNtval 
0,004 % ADN de pescado y 0,002 % resto de las 
especies 
Dalmasso y 
col. (2004) 
Perro D-loop 0,05 % ADN de perro  
Gao y col. 
(2004) 
V, M, R, O y 
CBR 
ATPasa8 
0,01-0,1 % HCH de vaca (vaca, mamíferos y 
rumiantes) 
Kusama y 
col. (2004) 
V cytB 0,025 % tejido muscular de vaca 
Pascoal y 
col. (2005) 
V, O, CBR y 
CV 
12S, 16S ARNr y ARNt
val
  0,05 % HCH de las especies diana 
Ha y col. 
(2006) 
V, O, C y P 
ATPasa8, 16S ARNr y 
cytB 
0,2 % HCH de las especies diana 
Frezza y col. 
(2008) 
C ATPasa6 0,001 % HCH de cerdo  
Yoshida y 
col. (2009) 
A 12S ARNr 0,1-3 % ADN diana 
Farajollahi y 
col. (2009) 
CV 16S ARNr 0,1 pg ADN diana 
Shinoda y 
col. (2010) 
V, O, CBR, 
PD 
ATPasa8, 12S ARNr y 
cytB 
0,01 % HCH de las especies diana 
Safdar y 
Junejo 
(2015a) 
HCH, Harinas de carne y huesos; V, Vaca; O, Oveja; C, Cerdo; P, Pollo; R, Rumiantes; S, 
Suidos; A, Aves; CB, Caballo; PD, Pescado; CBR, Cabra; CV, Cérvidos; M, Mamíferos.  
Fuente: Elaboración propia 
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 Fases del ciclo de amplificación 
Sistemas de detección Desnaturalización Hibridación Extensión 
A.1) SYBR® Green 
 
  
A.2) Molecular Beacons 
   
 
Hybridization probe 
(FRET) 
 
  
 Light-Up® probe 
 
  
B.1) TaqMan® probe 
 
  
 NuPCR system 
 
  
 QZyme probe 
 
  
B.2) LUX primer 
 
  
 Scorpion® probe 
 
  
Leyenda 
 ADN complementario;                  ADN molde                 
                 Cebador;        Actividad enzimática 
      Quencher;      Fluoróforo, la señal fluorescente se representa con un halo  
Figura 7. Representación esquemática de los sistemas de detección de fluorescencia en los 
ensayos de PCR en tiempo real más utilizados. 
Fuente: Gašparič y col. (2010); Ruijter y col. (2014) 
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 Tabla 8. Principales trabajos sobre la aplicación de la técnica de PCR en tiempo real 
para la detección e identificación de componentes de origen animal en piensos. 
Especies Marcador genético Límite de detección Referencia 
Rumiantes    
V ATPasa6 y 8 0,001 % ADN de vaca  
Lahiff y col. 
(2002) 
V hormona del crecimiento 1 % HCH de vaca  
Brodmann y 
Moor (2003) 
R SINE Bov-A2 10 fg ADN de vaca 
Mendoza-
Romero y col. 
(2004) 
R 16S ARNr  
Chiappini y col. 
(2005) 
R cytB 0,001 % HCH de vaca y 0,1 % de oveja 
Rensen y col. 
(2005, 2006) 
R SINE Bov-B 0,1 % HCH de vaca y oveja 
Aarts y col. 
(2006) 
V y R 
ADN mitocondrial y 
elementos repetitivos  
0,1 % HCH de vaca 
Prado y col. 
(2007) 
V 12S ARNr 0,1 % HCH de vaca 
Martín y col. 
(2008) 
CV cytB 0,1 % harina de carne de ciervo  
Chen y col. 
(2009) 
R COI 0,1 % HCH de vaca, oveja y cabra 
Ekins y col. 
(2012) 
V y CBR 16S ARNr y 12S ARNr 
0,003 % HCH de vaca y 0,005 % de 
oveja 
Safdar y col. 
(2014) 
Otros mamíferos, aves y pescados  
V, O, C y P ARNtlys , ATPasa6 y 8 0,01 % HCH de las especies diana 
Krcmár y 
Rencová (2005) 
R, C y P gen PRNP 0,1 % HCH de rumiantes 
Bellagamba y 
col. (2006) 
V y C  ARNtlys y ATPasa8 0,1 % HCH de vaca y cerdo 
Fumière y col. 
(2006) 
V, O, C y P ATPasa8, 16S ARNr y cytB 0,5 % HCH de las especies diana 
Frezza y col. 
(2008) 
V, O, C y P 16S ARNr  0,1 % HCH de las especies diana 
Cawthraw y col. 
(2009) 
V, O, CBR 
y A 
ATPasa8, 16S ARNr y cytB 0,1 % HCH de vaca y oveja  
Yancy y col. 
(2009) 
C 12S ARNr 0,1 % HCH de cerdo 
Martín y col. 
(2009c) 
PD 12S ARNr 0,078 % harinas de pescado 
Benedetto y col. 
(2011) 
PD 12S ARNr 0,1 % harinas de pescado 
Martín y col. 
(2010) 
PD genes RHO y PVALB ≤ 0,05 ng ADN de pescado 
Prado y col. 
(2012, 2013) 
V y P 12S ARNr y cytB 0,001 % HCH de las especies diana 
Safdar y Junejo 
(2015b) 
HCH, Harinas de carne y huesos; V, Vaca; O, Oveja; CBR, Cabra; C, Cerdo; P, Pollo; R, 
Rumiantes; A, Aves; PD, Pescado; CV, Cérvidos.  
Fuente: Elaboración propia 
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610       620       630       640       650       660 
          ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
rat       AATGGTCAGGGGCGGGCACACAGCCTGATTCCCGCTGCACTCCAGGCCCCCTTCAATGCT 
bov       .G.........-T.......G......C.C.....A....C....CT.....CAG..... 
Consensus AgTGGTCAGGGgtGGGCACAgAGCCTGcTcCCCGCaGCACcCCAGctCCCCTcagATGCT 
 
                 670       680       690       700       710       720 
          ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
rat       TTCCGAGAAGTCCATTGAGCTGGGAGCTTGTACTGCACCAAGGGCTGACATCCTGGCAGC 
bov       ..........CT.T......AA..G.....GG...AGT.CC.C-.CA..GGG......A. 
Consensus TTCCGAGAAGctCtTTGAGCaaGGgGCTTGggCTGagtCccGcgCcaACgggCTGGCAaC 
 
                 730       740       750       760       770       780 
          ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
rat       CAGGGATGAAAGCAGCCCAT---------GGGGCTACCCTTGCCGTATG----CCTCACT 
bov       TT.........A....A..GCCCCCTGCA......G....C..T.AGC.ATGC......C 
Consensus ttGGGATGAAAaCAGCaCAgccccctgcaGGGGCTgCCCTcGCtGagcGatgcCCTCACc 
 
                 790       800       810       820       830       840 
          ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
rat       GGCGGCAGAGAACAAGGCTCTATTCAGCAAATACCCTGGAGTAGACACCAGAAGTCCAAG 
bov       A.T..TG.............C.........G.G...G...AA..GG.T.G..G.C...G. 
Consensus aGtGGtgGAGAACAAGGCTCcATTCAGCAAgTgCCCgGGAaaAGggAtCgGAgGcCCAgG 
 
                 850       860       870       880       890       900 
          ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
rat       CATGGGCAGAGGAAGGCAGGCGTTGGGGGCTGGAGGGGAGCAGAGCTGTCTGTTTTCCAG 
bov       .........T..GCA...A.A.GG..T..-..C...A...G.AG....C...C..C.... 
Consensus CATGGGCAGtGGgcaGCAaGaGggGGtGGcTGcAGGaGAGgAagGCTGcCTGcTTcCCAG 
 
                 910       920       930       940       950       960 
          ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
rat       AAGCCCAAGGGTACAGATGGCGCCTGGGGGGGAACTGAGTGGAGGGGATAGATGGGCCTG 
bov       ...T...GA..C......A.G--...A...C---...G.....CCAC-C..GCAAC.--- 
Consensus AAGtCCAgaGGcACAGATaGggcCTGaGGGcgaaCTGgGTGGAccacacAGgcaacCctg 
Figure 1. DNA partial sequence of the GFAP gene promoter region of rat (rat) (accession 
number: NC_005109) and bovine (bov) (accession number: AF251845). Rat CpG sites are 
underlined. Bovine CpG sites are shaded. Bold-type nucleotides indicate the position of the 
four targeted CpG sites. 
 
 Table 1. DNA sequences and description of the primers used in this study. 
Primers Length (bp) Sequence (5´3´) Description Target gene Fragment length (bp) 
      
GFAP-UP-F3 20 GTTAGGGTGGGTATAGAGTT forward primer GFAP 
139 
GFAP-UP-RBIOT3 28 AAAAACTATACTATTTTCATCCCAAATT 5´biotinylated reverse primer GFAP 
      
GFAP-UP-S4 18 GTGGGTATAGAGTTTGTT sequencing primer  GFAP 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Electrophoretic analysis of the bovine glial fibrillary acidic protein (GFAP) PCR products (139 bp) obtained from (1a) muscle a, (2a) spinal cord a, 
(2b) spinal cord b, (3a) brain a, (3b) brain b, (4a) liver a, (4b) liver b, (5a) heart a, and (6a) milk a. PM= molecular weight marker. 
PM   1a   1a    1a   PM 
PM  2a   2a   2a    PM    2b   2b  2b    PM 
PM   3a   3a    3a   PM   3b   3b    3b  PM 
PM  4a   4a   4a    PM    4b      4b  4b  PM 
PM   5a   5a    5a   PM    6a   6a    6a  PM 
  
 
(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(C) 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Example of Pyrogram® and percent methylation values (highlighted in blue) obtained 
with the sequencing primers GFAP-UP-S4 targeting bovine CpG sites 1-4 from (A) muscle, (B) 
spinal cord and, (C) brain PCR products. 
91 % 100 % 59 % 58 % 
46 % 29 % 37 % 15 % 
45 % 47 % 21 % 35 % 
  
 
 Table 2. Methylation percentages of the 4 CpG sites targeted for three replicates from 
muscle, spinal cord and brain. 
Tissue type Mean percent methylation±SD 
Muscle CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 
Replicate 1a 59 91 100 58 
Replicate 1a 61 92 97 68 
Replicate 1a 49 100 100 63 
Mean value 56.3±6.4 94.3±4.9 99.0±1.7 63.0±5.0 
Spinal cord     
Replicate 2a 29 46 37 15 
Replicate 2a 36 59 55 25 
Replicate 2a 35 47 50 27 
Mean value 33.3±3.8 52.0±6.2 51.7±2.9 23.7±4.2 
Brain     
Replicate 3a 35 45 47 21 
Replicate 3a 31 45 46 25 
Replicate 3a 27 41 39 20 
Mean value 31.0±4.0 43.7±2.3 44.0±4.4 22.0±2.6 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Electrophoretic analysis of the bovine glial fibrillary acidic protein (GFAP) PCR 
products (139 bp) from heat treated (1a) muscle a, (2a) spinal cord a, (2b) spinal cord b, (3a) 
brain a, and (3b) brain b. PM= molecular weight marker. 
PM 1a 1a 1a  PM 
PM 2a 2a 2a    PM   2b   2b  2b PM 
PM   3a  3a  3a  PM   3b 3b 3b  PM 
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®Tabla 9. Sistemas de PCR en tiempo real (cebadores y sondas TaqMan®) empleados para la 
detección de especies animales en piensos. 
Diana Nombre    Longitud (pb)           Secuencia (5´3´) 
Marcador  
genético 
Fragmento 
(pb) 
      
Vaca BDLOOPDIR 27 AACCAAATATTACAAACACCACTAGCT D-loop 76 
 BDLOOPINV 23 CCTTGCGTAGGTAATTCATTCTG   
 BDLOOPP 26 FAM-ACATAACACGCCCATACACAGACCAC-BBQ  
Oveja ODLOOPDIR 21 ACTCCACAAGCCCACATAACA D-loop 77 
 
ODLOOPINV 22 GGGTTTATGAACGCTCATGTCC   
 
ODLOOPP 30 FAM-CATACAAGAAAAGCACAACCACCCACCCAC-BBQ 
Cabra CDLOOPDIR 26 CCCAATCCTAACCCAACTTAGATACC D-loop 91 
 
CDLOOPINV 20 TGTGTAGGCGAGCGGTGTAA   
 
CDLOOPP 30 FAM-TGCATACACGTAATATTGTGTGGTGTTGGC-BBQ  
Rumiantes RUM16SDIR 17 TGGTTGTCCAGAAGATG 16S ARNr 79 
 
RUM16SINV 28 ACTTTTAAARMTACAGTGRRATTTATTT   
 
RUM16SP 22 FAM-AGTTCAGCTTTAAARA+T+A+C+C+AA-BBQ  
Cerdo P12SDIR 23 GTCACCCTCCTCAAGCATGTAGT 12S ARNr 79 
 
P12SINV 23 GTTACGACTTGTCTCTTCGTGCA   
 
P12SP 22 FAM-ACCTATATTCA+ATT+A+CA+CAA+CC-BBQ  
Pollo CHDLOOPDIR 20 AATCCCTCAAACTATACAAA D-loop 63 
 
CHDLOOPINV 30 ATGATAGAATAAACAATAATGTATATATAT   
 
CHDLOOPP 15 FAM-ACGTT+TA+T+C+G+T+A+T+AA-BBQ   
Pavo TDLOOPDIR 23 GCATAAAACCCCACAAACAATAA D-loop 82 
 
TDLOOPINV 27 GGGTTTCTCTAATAAAAATAGCAAAAA   
 
TDLOOPP 21 FAM-ACGTTTCGTTT+A+A+T+AT+A+T+A+CA-BBQ  
   
  
Tabla 9 (continuación). Sistemas de PCR en tiempo real (cebadores y sondas TaqMan®) 
empleados para la detección de especies animales en piensos. 
Diana Nombre    Longitud (pb)           Secuencia (5´3´) 
Marcador  
genético 
Fragmento 
(pb) 
Pato D12SDIR 24 GTGTAAGCTGAGTGATTTGGGGTT 12S ARNr 118 
 
D12SINV 24 TCAAGGTATAGCCTATGGAGTCGA   
 
D12SP 28 FAM-TCGTAACAAGGTAAGTGTACCGGAAGGT-BBQ  
Oca G12SDIR 24 TCAAGGTATAGCCTATGGAGTCGA 12S ARNr 98 
 
G12SINV 22 CTAAATCCGCCTTCCAGAAATG   
 
G12SP 30 FAM-TATTCATAGGGCACACGGAAAGAAGCGTGA-BBQ 
Aves A12SDIR 19 CAGTGAGCTCAATAGCMCC 12S ARNr 68 
 
A12SINV 16 CCCATTTCTYCCACCY   
 
A12SP 19 FAM-CTATACCT+TGA+C+C+TGTCTT-BBQ  
      
Pescados 12SpFISHDIR 26 CCACCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAAC 12S ARNr 87 
 12SpFISHINV 21 GACGACGGCGGTATATAGGCG   
 F12SP 20 FAM-AACCCCCGTTNAACCTCACC-BBQ   
Conejo R12SDIR 21 GTAAGCTCAATTACCACCGTA 12S ARNr 62 
 
R12SINV 18 ATTGCTCTCCACTCTATG   
 
RH12SP 15 FAM-AAACGTTAGGTCAAG-BBQ   
Liebre H12SDIR 26 TATAAGTAAGCTTAATCATCACCATA 12S ARNr 102 
 
H12SINV 18 GCTTCCGTGTGTTCTAAA   
 
RH12SP 15 FAM-AAACGTTAGGTCAAG-BBQ   
Lepóridos L12SDIR 23 AACAACTAAGCTGTAAAAAGTAA 12S ARNr 75 
 
L12SINV 20 TGAGTTCGAAGGGTATAAAA   
 
L12SP 27 FAM-CACTTTCGTYGTTTATTTTTGTTTGCA-BBQ  
Caballo Hr12SDIR 18 GCCCTTGGGATGGAGAGA 12S ARNr 73 
 
Hr12SINV 23 GAGACTTTCGTCCGGGTTAAAGT   
 
H12SP 19 FAM-CTTGTTCTTAGGGTAGAAA-BBQ   
Eucariotas 18SDIR 16 TGGTGCCAGCAGCCGC 18S ARNr 77 
 
18SINV 25 TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA   
 
18SP 22 FAM-CGCTATTGGA+G+CT+G+GAATTACC-BBQ  
El símbolo + indica la posición de moléculas LNAs (Locked Nucleic Acid) 
DIR: cebador directo; INV: cebador inverso; P: sonda TaqMan
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10        20        30        40        50        60 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
gctaagactttgtgctcccactgcagggggcttgggttcaatccctggtcagggaactgg 
 
70        80        90       100       110       120 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
atcccacatgtcacaaactaaagaccttaagtgtcacaagtaagacctggcacagccaaa 
 
130       140       150       160       170       180 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
taaataaagaaaatttttttaaatgtgctagataaataacagcttgcactgcttttaaaa 
 
190       200       210       220       230       240 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
gactatggctccatttgagcgttggcactacaataatcagtacattgaagggatgacctt 
 
250       260       270       280       290       300 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
ccttgtctccttaggtgaccgctcagaaacaaaggaccccggaggccaggaacacagctg 
 
310       320       330       340       350       360 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
tgaattgttggaacagggagggctctattaatacttctttaaccttctcagagggcttcc 
 
370       380       390       400       410       420 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
agacaggaagaggaaggtcttggagatacctggactgaaacaatccatgaccatcctgac 
 
430       440       450       460       470       480 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
ttgaaacagcaagaggaagctatgacacccaggaagagctggggtggggagaggtgaggc 
 
490       500       510       520       530       540 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
agagttgaagagcactgtagaacttcacctcaccacctaaggagagagtgccagcctttc 
 
550       560       570       580       590       600 
----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
aggcatctgccttcctcgaaggaaaatttctaattctcagaatcaagttcaaattcttcc 
 
Figura 8. Secuencia parcial de la región promotora del gen que codifica para la proteína 
αs1-caseína de vaca (Bos taurus) (número de acceso: AC_000163). Los nucleótidos en 
negrita indican la posición de la región de interés. Las posiciones CpG están 
sombreadas. La secuencia de unión del factor de transcripción STAT5 está en negrita 
y subrayada. 
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